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La pr&ente invention conccrne un proc€d6 microbiologique pour la 
preparation de la serum albumine humaine (S AH) par culture d'une levure, parti- 
culierement du genre KJuweromyces. modifide par lHitQisation des techniques de 
TADN recombinant 

5 La SAH est une protdine de 585 arid es amines, d'unpoids moldculaire 

de 66.000 daltons, se presentant sous forme monomere globulairc et non glycosyld e. 
. Sa structure globulairc est maintenue par 17 ponts disulfides qui creent une sdrie se- 
quent! die de 9 boucles doubles \ Les genes codant pour la SAH sont connus pour 
etre hautement porymorpbes et phis de 30 variants gdndtiques apparemment 
10 diffdrents ont dtd repdrdspar analyse dlectropnordtique dans des conditions varices 2 . 
Le gene de la SAH est coupe en 15 exonspar 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nucleotides du site de "capping" suppose jusqu'au premier site d'addition de 
P^A). 

L'alrnimine humaine est synthdtisec dans les hdpatocytes du foie puis 
15 secr£tee dans le flux sanguin. Cest la proteine la plus abondante du sang avec une 
concentration d'environ 40 g/litrc de serum ; fl y a done environ 160 g d'albumine 
rinailante dans lc corps bumain a tout moment Le role le plus important de la SAH 
est de maintenir une osmolarite normale du flux sanguin. EUe prdsente dgalement 
une caparite exceptiormeUe de liaison pour diverses substances et joue un rdle aussi 
20 Wen dansle transport endogenede mole" cules hydrophobes (tels que les stdroldes et 
les selsbiHaires) que dans celui de diffdrerrtes substances thdrapeutiques qui peuvent 
ainsi etre transportdes a leurs sites d' action respectifs. De plus, la SAH a dtd rdcem- 
ment impliquee dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthese de SAH dans les bepathocytes conduit d'abord a un prd- 
25 curseur, la prdpro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines 
dirigeant le polypeptide naissant dans la voie de la si action. Cette sequence signal 
est coupee, probable mem par un processus co-translarJonnel, avant que la proteine 
ne soft relarguee du rdtiauum endoplasmique. Ce premier divage protdofytique 
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donne le pre'curseur pro-SAH qui contieat encore a son extremite" N-tenninale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Pbe-Arg-Arg) qui n'estpas nonnalement present dans la 
forme mature de la SAH drculante. 

Une convertase, probablement situee dans le corps de Golgi, enleve 
5 le propeptide au cours d'une deuxieme fitape de prot£olyse en coupant le peptide life 
a la parn'e N-terminale de Fadde aspartique de la SAH 4 . Toutefois, la pro- 
albumine humaine immature peut representer la moiti6 de celle du flux sanguin chez 
de rares individus h6te>ozygotes qui portent une mutation Mreditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de toute ralbumine chez certains homozygo- 

10 tes extremement rares 5 . L'un de ces variants est d6sign6 sous le nom de proalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-Gly-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- dam 
lcquel la substitution Arg* 1 — > Gin empeche la coupure du propeptide ainsi mutfi 6 . 
D'autres variants appeles proalbumine Lille 7 etTakefu , ont respectivementles se- 
quences N-tenninales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-HIs-Asp et Arg-GIy-Val- 

15 Phe-Arg-Prc-Asp. Dans cbacun des cas, la mutation observee concerne la paire des ' 
acides amines basiques Arg- Arg qui precede imme'diatement ralbumine humaine 
mature et provient du changement d'une seule base dans le codon arginine 5 . 

La coupure apres une paire d'addes amines basiques est un point 
essentiel dans la maturation d'autres prolines, y compris d*hormones peptidiques, 

20 de neuropeptides et des prolines du plasma autres que la SAH *. R6cemment, il 
a 6t6 d£ erit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement tres procbe de la protease yscF de la levure 4 . Cette thiol protease, 
caldum dependante, est cod£e par le gene KEX2 de_S- cerevisiae et est probable* 
ment liee a la membrane de 1'appareil de Golgi. Elle est connue pour fctre impliquee 

25 dans la maturation de la pheromone appele" facteur alpha et dans celle de la toxine 
Taller", puisque les mutants kex2 de S. cerevisjae sont incapables de couper les pro- 
proteuies respectives au niveau du couple d'addes amines basiques Lys-Arg 1C . De 
plus, on peut demontrer que renzyroe de levure code" e par le gene KEX2 reconnait 
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. .. correctcment et coupe la prosequence normale (Arg-Arg) de l'albumine in vitro T 
mnU He coupe pas la prosequence mutee (Arg-Gui) de la proalbumine Christ- 
church 4 . Une convertase analogue a laprotease yscF a 6te rdcemment ddcrite comme 
rm\Ar par le gfene KEXl de K lactis " . Au vu de ce resultat la capacity de ces levures 
5 pour maturcr correctement Falbiimine humaine recombinante et la secr6ter, a 6t6 

tested. ■ . > 

L'albumine. represente 40 % du inarche* mondial des prolines 

plasmatiques. Son int£ret commercial reside dans le fait que ce produit est large- 

ment utilise*, par exemple, dans des solutes dits de remplissage pour compenser les 

0 penes de sang au cours tfacte chimrgjcal, d'accident ou d*h6morragie, et a des doses 

pouvant atteindre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'a present, la SAH est gto£ralement produite par les techniques 
classiques de rxactionnement du plasma prove nam de dons de sang P, la consomma- 
tion mondiale annncllc de plasma dtant voisine de 9,5 x 10 6 b'tres . Ellc peut aussi 
15 fctre extrahe du placenta bumain scion la technique decrite par J. Liautaud et al u 
Le developpement du g6nie g€n£tique et des nouvelles techniques 
d'extractionetde purification a ouvertla possibility d*obtenir desproduitsamiliores 
de phis baste purete\ de meiBeure stability, sans contamination virale (par exemple 
hepatite B et SJDA) et a unprix de revientphis faible. Toutefois, aucunproedde* asscz 
20 perf ormantbasi sur le genie gen£tique n'est aujourcThui connu permettant d'obtenir 
la SAH a rechelle industrielle dans des conditions economiquement rentables. 

Ceci est essentielleinent du a rabsence (Tun couple bote/vecteur pcr- 
formant qui pennette la production importante d'une albumiiie s£cr£t6e, correcte- . 
ment maturee, possgdant une structure tertiaire conforms et ayant les propri6tes 
25 pbysico-chimiques de Falbumine humaine native. 

M6me si Utilisation de cultures de cellules de manimiferes peut ap- 
parattre comme le choix ideal pour Texpression des proteines humaines, le prix de 
revient d*nn tel proc4d6 serait bien superieur au prix de vente de Talbumine 
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pharmaceutique 14 . Comme ce produit est en general present par dizain es de 
grammes et a un cout tres bas, la production biotechnologique de la SAH n'apparalt 
realisable qu'avec des systemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'a une 6poque r£cente, la grande majorite" des experiences de 
5 geniegendtique ontutDis^cj^ronmieorgamsmehdtepourlaproductionparvoie 
microbienne de prolines necrologues £conomiquement importantes. Meme si ce 
type de proc6d6 est apparu satisfaisant pour un bon nombre de prolines necrolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont ixi que partiellement couronnes de 
10 succes. 

L'un des problemes majeure assorie" a I'utOisation de E. coli reside 
dans le fait que cette bactene est, dans la majority des cas, incapable d'excr£ter les 
prolines b£terologues dans le milieu de culture et que celles-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le p£riplasme et les membranes. LaprotSine recherchee doit done 

15 etre separee des constituants ceUulaires, ce qui conduit a des precedes complexes 
et couteux. De plus, XL £Qli produit des endotoxines et des pyrogenes qui peuvent 
contaminer les prolines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
etre port6e pendant la purification du taux rdsiduel <f endotoxines dans le produit 
final, speoalement s*n est utilise comme medicament 

20 Les proteines slaves par leur hdte naturel perdent souvent la pro- 

pridte de se replier corrcctement si elles sont synthetisees et accumulees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
ponts disulfures comme ceux presents dans la SAH. Le fait quelaSAHproduite dans 
E. coli ne soit pas $6 cr£t6e conduit ainsi a sa precipitation intracellulaire sous forme 

25 insoluble 15 . En consequence, apres extraction a partir des cellules bactenemies, 
celle-ci doit fitre denature puis rcnaturee in vitro . 

De plus, £ soli ne possede pas la macbinerie cellulaire permettant de 
rtaliser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des arganismes eucaryotes, y compris rhomme. En ce qui concerne la SAH, 2 
serhble difficile d'exprimer a un taux satisfaisant dans £Qli le pre" curseur naturel 
de SAH, c'cst-a-dire la prepro-SAH. D'autre part, dcs proalbumines artificicllcs 
dans lesqueBes le gene de structure de la SAH a fcte" fusionnf a des signaux de 

5 secretion derives des genes bactiriens pat ou ompA sont en gfniral matures de 
facon incomplete u . L'expression de la SAH sans la preslquence, c'cst-a-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le residu mt thionine N-terminal n'cst pas cxdsi par 
la methionine aminopeptidase de E» £Qli (MAP) VM . En consequence, la SAH dcE. 
coli ne peut pas e tie obtenue sous forme mature in vivo et doit etre modifiee in vitro. 

10 par coupure trypsique, afin d'exdser une siquence leader denvee d'un phage et ce 
apres denaruration et renaturation in vitro 17 . 

En ce qui concerne les autres hfttes bactenens, des travaux concemant 
la s£ action de SAH dans Backus subtilis out Cte r£cemment publics". Bien que 
cette 6tude indique qu'un organisme procaryote tel que £. aihlilis possede le 

15 potentiel pour s6cr6ter des prot£ines bumaincs de haut poids moleculaire commc la 
SAH, eBe montre aussi que rexcrCtion dans le milieu de culture ne peut fttre obtenue 
qu'en utilisant des protoplastes de fi. subtilis. c'cst-a-dire des cellules dont la paroi 
ceDulaire normale a 6te" digeree par traitement enzymatique. De plus, le percen- 
tage de la SAH modifee est inversemcnt proportionnel au taux dc proline produite: 

20 a de$ nrveaux d* expression Aleves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme immature" En outre, aucunc donnee concemant les proprietes pbysico- 
dmniques de la SAH recombinante dejl. subtilis n'a tvt mentionnec. D'autre part, 
le niveau d'excr^tion de SAH obtenu par ce microorganisme est tres faible au vue 
dcs quantites de SAH dltectees par utilisation de mfthodes irnmunologiques dans 

25 les surnagearits de culture 19 . 

• * L'utilisation de systemes microbiens eucaryotes tels que les levurcs ou 
les champignons represente une alternative interessante cTutilisation cThdtesbactC- 
riens pour la preparation de prot£ines heterologues. En effet, ces organismes pos- 
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sedent toutes les caracteristiques de structure ct d'organisation cellulaire des 
organismes eucaryotes plus complexes, telles que les cellules de mammifere. En 
parti oilier, les levures sont capables de realiser les modifications post-trans cription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour 1'activitl de nombreuses protei- 
nes.En outre, les levures sontbien comiues al'dchelle industrielle : elles peuvent etre 
cultiv6es a haute density cellulaire, elles ne sont pas patbogenes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utflis^es dans l'industrie alimentaire depuis tres longtemps. 
Enfin, contrairement aux cellules de mammifercs, les manipulations gendtiques sur 
les levures sont facOes a rdaliser et les donnfies de la gen&ique dassique et 
mol6culaire sont nombreuses. 

Le tenne levure est frequernment employe pour Saccharomyccs 
cerevisiae. oulevure duboulanger, qui constitue Tune des especes les plus communes 
et les mieux connues. II est entcndu dans ce qui suit que le terme levure s'applique 
a d'autres genres et n'est pas restreint a l'espece _S. cerevisiae . 

La secretion de la SAH dirigee par son propre peptide signal sous le 
contrdle du promoteur de la chelatine a pu etre mise en evidence dans S. cerevisiae 
a des taux maximaux d'environ 1 % des proteines totales 20 . Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticorps anti-SAH d6crit dans cette etude reste associe a la cellule 
et n'est pas exporte dans le surnageant de culture. De plus, aucune caracterisation 
ddtaill^e de la proline recombinante n'est rapportie. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en unlisant un 
procede post-fermentaire lors de la fabrication de la biere a egalement €t€ 
mentionnee a . De nouveau aucune donn6e quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu n'a 6t6 decrite. De plus, ce procede conduit a Texpression de Met- 
SAH, c*est-a-dire (fun allele de la SAH demarrant par l'aride amine" methionine 
juste en amont de la sequence de 1'albumine mature. L'absence d' une sequence 
signal empeche la secretion et la maturation de la SAH recombinante et provoque 
l'accumulation d'une albumine intraccllulaire dont la structure tertiaire n'a pas €li 
caracterisee. De plus, 1'absence de methionine N-terrninale dans le produit final n'a 
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; . pas €tt montree. 

La presente invention decrit l'obtention de souches de levures modi- 
fies par genie genetique pouvant fttrc cultiv£es cn masse et capable de produire et 
cTexcretcr efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 

5 natnrdle'.' 

Un systeme d'expressionpreleri impliquc des levures du genre Kluy- 
yeromy ecs comme bote et utilise des vecteurs derives du plasmide naturel pKD 1 de 
K- mantianus var. drpsophilarum- 

Les levures du genre Khrweromvces et en particulier & mandanus 
0 (incluant les varietes lactis et mandanus qui, dans ce qui suit, vont etre appelees J£. 
lactis etj£ Jragilis ) sont des organism es importants ct d'un intdret commercial con- 
siderabk dans Findustrie biotechnologique. K. lactis et K. fragilis sont utilisies, par 
exemplc, pour la production commerdale de Tenzyme lactase (jl-galactosidase). Ces 
; levures sont capables de croltre sur lactoserum, nn sous-produit majeur de Findus- 

15 . trie laitiere. Plusieurs souches de Khryveromyces sont ufclis£es pour la production 
a grande echelle de "proteines <T origines unicelhilaire" (P.O.U.) qui jouent un role 
important dans l'alimentation du betafl. Enfin, les organismes du genre Kluyveromy- 
ces sont mentionnes sur la liste G JLA-S. (fieneraUy^ecognizeclAs Safe), ce qui re- 
presente un facteur important en vuc de la production de produits de qualitd 

20 phannaceutique. 

Ccratrairement aux progres importants realises dans le domaine de 
la genetique moleculaire de S. ccTevisiaer les techniques de manipulation genetique 
n'ont 4te devcloppees que recemment chez Kluwcromvces . Trois types de vecteurs 
de clonage ont €t€ decrits chez cet organisme : 

25 i) des vecteurs integrators contenant des sequences homologues de 

regions du genome de Kluyveromyces et qui, apres introduction dans les cellules, 
s^integrent dans les chromosomes de Kluyverorm/ces parrecombinaison in vivo .L'in- 
tegration, bien qu*6tant un evenement tres rare nficessitant la presence d'un 
marqueur deselection efficace, est obtenue lorsque ces vecteurs ne contiennent pas 

50 de sequence pennettant tine replication autonome dans la cellule. Uavantage de ce 
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systeme est la stability des souches transformdes, c'est-a-dire le fait qu*ellespuissent 
etre cultivees dans un support nutritif normal sans le bcsoin d'une pression de 
selection pour Ie maintien des sequences intdgrdes. L'inconvgnient est toutefois que 
les genes intlgres sont settlement presents a une ou, au mieux, a un petit nombre de 
5 copies par cellule. Le faible dosage des genes resulte souvent en un faible niveau de 
production d'une proline necrologue. 

ii) des vecteurs rgplicatifs contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) derive 1 es de PADN genomique de Kluweromvces sp. (KARS). 
De tels vecteurs ne semblent pas tres interessants puisque leur segregation lors de 

10 la mitose est tres peu homogene, ce qui resulte en leur perte a un taux elevS, meme 
lorsque celles-ri sont cultive'es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs replicatifs contenant des ARS derives de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lineaire " killer " pGKl-1 isold deJC. lactis 2SM , 
soit du plasmide cir oil aire pKDl isol6 de K- drosophilarum w . Les vecteurs conte- 

15 nant des sequences ARS derivles du plasmide lineaire " killer " n'ont pas d'utilite" 
pratique en vue de la production en masse de prolines necrologues puisqu' un 
milieu nutritif particulier est ngcessaire a leur maintien et puisqu'ils sont perdu es 
a un taux de 40-99 % dans une population donnee apres seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection u . Le systfcme vecteurleplus efficace pour la trans- 

20 formation du genre Kluweromvces d£crit jusqu'alors est derive du plasmide 
endogene pKDl: des constructions contenant la sequence entiere de pKDl peuvent 
etre transform6es a haute frequence, sont presentes dans la cellule a 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stability assez elevee en conditions non 
selecuves.Neanmoins, l'efficacitfi des vecteurs decrits danslademandeEP 0241 435 

25 demeurc limitee a des applications de recherche dans la mesure ou des fermenta- 
tions a l'dchelle industrielle requierent une stabflite" du plasmide pendant au moins 
40 generations. Meme le vecteur le plusperformant (P3) dlcrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee apres 
seulement six generations en milieu non selectif v . Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection a grande ichelle, l'utilisation d'un 
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mffieu selectif resulte souvent en une density cellulaire fortement dirninuee, et 
necessite le recours a des souches bien d£finies cc qui rend cette approche mains 
attrayante et plus on6reuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
• scul exemple d'expression de proline necrologue d*int£ret commercial En fait, le 
5 seul gene ^terologue'dontrexpression est 

de pKDl est le gene LfRA3 de la levure S. cerevisiae . n rcste done a prouver que 
rintroduction dans pKDl (fun gene non issu (Tune levure, par exemple un gene 
aborigine mammifere, et sa sur expression dans Kluweronrvces n'entralnent pas une 
insiabflit£ accrue du plasmide. 
o . XJn objet de la presente invention est 1'obtention de nouveaux vecteurs d'ex- 
pression capables de transformer des levures du genre Khrweromvces et possedant 
des caractiristiques de stabHite nettement superieures a celles menrionndes dans la 
demande EP 0 241 435 . H sera demontre que les nouvelles constructions sorit 
xnaintenues a haut nombre de copies dans 85-90 % des cellules apres 50 generations 
15 de croissance en milieu non selcctit D est ainsi possible de produire des proteines 
bdtcrologues a partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des souches 
industrielles du genre Khryverornvces . qui ont dte utilises pendant de nombreuses 
annees en raison de leurs proprietes optimales de croissance et a des densites 
ceBulaires elevees. 

2d La stabilite clevee des vecteurs decrits dans la presente invention a ete 

obtenue en exploitant pleinement les caracteristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteurs derives de pKDl different de tons les autres vecteurs connus de Kluwero- 
myces es ce qu'ils sont camcle" rises par un systeme specialise de replication respon- 
sable de leur maintien stable a haut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 , replication (ARS), ce systeme comprend deux sequences rep6tees-inversees, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (genes A, B et 
Q qui font partie intdgrante du plasmide *. Par analogic avec le systeme plus etudie 
du plasmide 2u de S- cerevisiae qui est structureUement proche, les proteines cod6es 
par deux de ces genes (fiet £ ) sont vraisemblablement irnpu'quees dans la partition 

30 du plasmide lots de la mitose etpourraiem jouer un role dans la regulation negative 
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du gene A codant pour une recombinase a site speafique (FLP) 28 . H a €t€ montre 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences ripitics inverses de 
l'ADN de 2 fait passer le plasmide d'un mode de replication rdgulier (un 
doublement des plasmides 2 u par division cellulaire) a un mode de replication du 
5 type * rolling circle" (amplification du nombre de copies a environ 50 copies par 
cellule) 3 *. Cette alteration du mode normal de replication est induite aussitdt que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour permettre la production de 
quantites suffis antes des produits des genes £ et £ qui agissent comme rdpresseurs 
du gene A codant pour la recombinase FLP. Par ce rae*canisme, le nombre de copies 

10 du 2ji (et trfcs probablement de plasmides structurellement semblables tels que 
pKDl) est maintenu a des niveaux Aleves de facpn autoreguiee et est independent 
de la presence d'un marqueur de selection. 

Les vecteurs precedemment publics dans la demande EP 0 241 435 
soitcontiennent seulementnnepartie depKDl (A15) soit un gene A interrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site declonage Pstl est situe dans lasequencecodantedu gene 
A ")> detruisant ainsi le systeme de replication autoreguie qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide residant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention respectent Pintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes import antes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides decrits d-apres est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides PI et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu a un niveau elev6 dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee a partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'acides amines, la meme 
structure tertiaire etles memes proprietes physico^himiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie g6n6tique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme fadlement 
30 purifiable en utflisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proc&te de production est caracte'ris6 par une excrition efficace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facflite considdrablemcnt 
la purification de la protdihc rccombinante. La production de SAH est obtenue en 
cultrvant des levures transformer par un plasmide recombinant comprenant une 
region de demarrage de la transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
ment dans lliotc et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr6c6d6e d'un 
peptide signal dirigeant la proline recombinante dans la voie de s4cr4 tion desdites 
levures. 

Selon la presente invention, les nouveUes constructions induent des 
cassettes (Texpression contenant le gene structural de la SAH. Les constructions sont 
babitueHement preparees de facpn slquentielle en employant les vecteurs appro- 
pries, juscu'a ce que les £16ments indispensables a Fexpression, la secretion, ou au 
maintien du plasmide soient combines pour former un vecteur qui peut alors etre 
mtroduit dansle (ou les) h6te(s) purifie' (s) de facpn a exprimer et excre'ter la proline 
desiree. Les notes employes sont cTorigine miaobiologiquc eucaryote, en parti oilier 
des levures, plus particulierement des genres Saccharomvces ou Klirweromvces et 
de pr6f6rence de Vespece Kluweromvces marxiamis induant toutes ses varfctes, en 
particuKer & rnsrxiamis var. lactis , Ainsi, selon la presente invention, les construc- 
tions qui sont pr6par6es et decrites ont valeur (fexemples dans les organismes 
eucaryotes aborigine rnicrobiologique, mais sont destinies de preference a 
Kfaweromvces . 

Les botes particuliers a employer seront preTerentiellement des 
souches industrielles stables, arteignant des bautes densites cellulaires dans les 
milieux appropries et caracte'risees par un niveau 61ev6 de production. 

La sequence codante pour la SAH peut etre obtenue de diverges 
facpns, la phis simple consistant a isoler des ARN messagers de foie bumain et a 
synthltiser kurs copies sous forme d"ADNcompl6mentaire (ADNc). Les sequences 
donees peuvent ensuite €trc modifies par difftrentes m6tbodes telles que la 
mntageneseiD vitro. I'dlongation (T amorces, la restriction, reinsertion d'adaptateurs 
ou la ligature avec des oligomideo tides de raccord. La sequence codante peut etre 
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adapted, par exemple, a l'usage dcs codons cbezla levure pour optimiser l'efficadte* 
dc la synthase prot£ique (traduction). 

A Pextremit6 N-tenninale dela sequence protfique, un peptide signal 
peut etre introduit de facon a dinger la protfcine en cours de syn these dans la voie 
de sfcrftion de la cellule note. Cette sequence-signal peut correspondre a l'exten- 
sion N-terminalc naturelle de l'albumine ou peut etre obtenue a partir de genes de 
levure tels que ceux cod ant pour la pberomone alpha ou la toxine " killer ". 

De plus, une pros£quence, cod ant pour une autre extension peptidi- 
que, peut etre intercal6e entre la s6quence-signal de s6cr6tion et la sequence 
cod ante de ralbumine mature. Cette sequence est nonnalement jointe a la sequence 
codante par l'intermddiaire d'un site de coupure d'une protease specifiquc impli- 
quant en general au moins deux addes amines de type basique , de pr£f<erence Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette (fexpression comprendra une region de demarrage de la 
transcription et de la traduction jointe a Fextr6mit6 5* terminale de la sequence 
codante, de fa$on a dinger et a reguler la transcription et la traduction de la dite 
s£quence.Le choix de ces r6gions promotrices peut varier en foncn'on de Fhdte utilise" 
en particulier. G6n6ralement, ces sequences sont choisies parmi les promoteurs 
derives des genes de levure. D'un intergt particulier sont certaines regions issues de 
genes glycolytiques de levure du type Saccharomyces ou Kluweromvces. telles que 
les genes cod ant pour la phosphogly cerate kinase (PGK), la gly ci raldeby de-3-phos- 
phate deshydrog6nase, la lactase, l'enolase, ralcool deshydrogfinase, etc Cesregions 
de contrftle peuvent etre modififces, par exemple par mutagfenese in vitro, par l'in- 
troduction d'616ments additionnels de contrdle ou de sequences synthetiques ou par 
des dfclitions. Par exemple, des Elements de regulation de la transcription, telles que 
les regions dites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui du gene de S» cerevisiae ou LAC4 de & lactis peuvent 

f tre utilises pour construire des promoteurs bybrides qui permettent de dissocier la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un gene he- 
terologue en fonction de la source carbonique choisi. Une region permettantune ter- 
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minaison de la traduction ct dc la transcription fonctionnelle dans l'hdte envisagd 
sera positionnde en 3' de la sequence codante. 

La cassette (F expression ainsi cdnstruite sera rusionnee a un ou plu- 
sieurs marqueurs permettant de sdlectionner l'hdte transformd. Les marqueurs 
5 prdf erds dans la levure soot des marqueurs dominants, e'est-a-dire conf erant one rd- 
sistance a des.antibiotiques comme la gdndticine (G418) ou tout autre compose* 
toxique tels cjue des ions cuivre, dans la mesure ou ceux-d peuvent etre utilises sans 
spdtificitd d'hote parti culiere. Ces genes de resistance seront places sous le contrdle 
de signaux approprids de transcription et de traduction dans l'hdte considdrd. 
0 L'ensemble constitud par la cassette d'expression et par le marqueur 

de selection peut etre utilise soit pour transformer l'hdte directement, soit peut etre 
insere sur mi plasmide vecteur. Dans le cas d*une transformation directe, des 
sequences homologues a des rdgions presentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide residant soni fusionndes a cet ensemble. Les dites sequences seront situees 
15 dechaqueedtd de la cassette d'expression de moon a induire une insertion au site 
homologue par recombinaison in vivo . Si la cassette d'expression est inseree sur un 
plasmide vecteur, elle devra etre combinde a un systeme de replication fonctionnel 
dans l'hdte considdrd. Un systeme de rdplication prdfdrd pour Kluyveromyces est 
ddrfvd du plasmide pKDL im'tialement isold dej£. drosophilarum 2V *. Un systeme 
20 prdfdrd de replication pour Saccharomyces est ddrivd du plasmide de levure 2 jl Le 
plasmide d'expression peut contenir tout ou panic desdits systemes de rdplication 
ou pent combiner des dldments derives de pKDl aussi bien que du plasmide 2p. Les 
constructions prdfdrdes sont celles qui contiennent la sequence entiere du plasmide 
pKDl lorsqne ^expression dans Khrvverornyces est recherchde. Plus particulidre- 
25 merit, les constructions prdfdrdes sont celles ou le site d'insertion des sdquences 
dtrangeres dans pKDl est localisd dans une rdgion de 197 pb situee entre le site Sad 
(position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl *) on a Pun de ces deux sites.. 

Pour plus de commoditd, le plasmide peut due un vecteur navette : 
30 comme teL fl peut fitre transfdrd a un hote bactdrien tel que E-JSili ou fl peut dtre 
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manipuie plus facflement que dans la levurc a chaque e'tape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
l*h6te bacterien sont requises. B est egalement possible de posiu'onner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de f aeon qu'ils entourent les 
sequences bacteriennes. Ced permet de supprimer Torigine de replication bacte- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r6sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stabilite* accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que 5 , -GGCCNNNNNGGCC- 
3* (SCI) ou f-GCGGCCGC-y (NotI) peuvent par exeraple etre utilises dans la 
mesure ou Qs sont extreme ment rares chez la levure et generalement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent fctre introduits sur ie vecteur par mutage- 
nese dingle par oligonucleotide ou par 1'addition d'oligonucleotides de raccord 
spetifiques. 

Une fois termmde la construction du vecteur d'expression, celui-ci 
sera introduit dans fhdte desire. Divers protocoles de transformation ont ete decrits 
dans le cas des levures 31 . Les transfonnants peuvent alors &tre mis en culture dans 
un milieu approprie en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut etre purifie de 
diverses manieres a partir du surnageant de culture. II peut etre cryoprecipitS, extrait 
par chromatographic d'affinite, par eiectrophorese ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine secretee peut etre faite a partir d'une 
culture en " batch " ou en continu. 

Les exemples suivants , donn6s a titre non limitatif, montrent com- 
ment 1'invention peut etre mise en pratique. 

EXEMPLES 

Techniques gen£rales de donage 

Les methodes classiques de biologie moieculaire telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure d'ethidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, l'dectrophorese sur gel, I'dlectroelution des 
fragments (TADN a partir de gels d'agarose, la transformation dans£. £oJL etc, sont 
decrites dans la litterature 

Les enzymes de restriction ont ete fournies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille 
sur des gels <f agarose 0,7 % ou acrylamidc 8 % t purifies par electrocution, extraits 
au phenol, precipites a Tethanol puis incubes dans un tampon Tris-HQ 50 mM, 
MgOj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 
0 du phage T4 (Biolabs). . 

Si ntcessaire, les fragments d'ADN ayant des extremites 5' proemi- 
ncnlessont dephosphoryles par un traitement a la phosphatase alcaline d'intestin 
. deveau (CSP.Fharmada) a 37°Cpendanx 30 minutes dans lc tampon suivant : glycine 
100 mM, Mgdj 1 mM, Zndj 1 mM, pH 10,5. La meme technique est utilise 1 e pour 
15 la ddphosphorylation des extrdmites 3* pTOdminentes ou tranches, mais le traitement 
est de 15 minutes a 37°C puis de 15 minutes a 56°C L'enzyme est inactivde par 
chauffage du m61ange reactionncl a 68°C pendant 15 minutes en prdsence de SDS 
1 % el de Nad 100 mM suivi d'une extraction an phdnol-chloroforme et d'une 
prfdpitation a 1'dthanoL 
20 Lc remplissage des extremites 5* proeminentcs est effectud par le 

fragment de Klenow de FADN potymdrase I cTIL-Cfili (Biolabs). La reaction est 
effecmee a temperature ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HG 50 
mM, dNTPs 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, ditMotreitol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH IX Le remplissage des extrdmitds 3' proeminentes est 
25 effectud en presence de TADN polymerase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricanL La digestion des extremites prodminentes est effectueee 
par traitement limitd a la nuclease SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricanL 

La mutagenese dirigec in vitro par ohgoddsoxynucldotides est effec- 
30 tuee selon la methode developpee par Eckstein et coll. 34 en unlisant le kit distribud 



2635115 

16 

par Amersham. 

Les ADNs ligatures sont utilises pour transformer la souche rendue 
competente : E. £oJi MC1060 ( PacIPOZYA], X74, galU, ga]K, arAO ou TGI 
( Da£mA,B3,siipE,lM,MD5/PiiaD36,EifiA + B*,la£l , » ,lacZ M15).L*ADN 
5 plasmidiquc est purififi a partir des transformants resistants a rampicilline ou a la 
tetracycline selon les cas. L'extraction de l'ADN plasmidique est faite selon le 
protocole decrit dans Maniatis et coll 32 qui derive de la metbode de lyse alcaline 
decrite par Bimboim et Doly 35 . Pour l'analyse rapide des plasmides, des lysats 
bactenens sont prepares selon la mfitbode de Holmes et Quigley M et sont analyses 
10 par glectropnorese sur gels d'agarose sans purification prealable. Apres analyse par 
les endonucl6ases de restriction, les plasmides recombinants presentantla structure 
desirde sont prepares a plus grande 6chelle selon le protocole de lyse alcaline 31 a 
partir de cultures de 0,5 a 1 litre et purifids par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations de_K- testis avecde 1'ADN 6trangerainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de & lactjs_sont demtes dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUC- 
TURAL DE LA prepro-SAH 

E.1.1 Isolement d'un clone d'ADN complementaire (ADNc) codant pour la SAH 

20 La construction de plasmides recombinants permettant 1'cxpression 

de la SAH dansJL coli a ete demte en details dans la prlcedente demande de brevet 
EP 0198745 u . En resume, l'ADNc a €t€ obtenu a partir d'ARNm poly-A isoles de 
foie humain selon la technique au thiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis l'isolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 

25 figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du gene structural de 1'albu- 
mine et presentment des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont ete* utilises dans la reconstruction d'un clone d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "pre-pro". 
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E.L2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans k plasmidc pXL276 (figure 2), dont la construction est d6crite 
en dttafl dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a 6t6 fusjonnee en phase au codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 . (RBS) du gene cH du bacteriophage lambda. Ceri a g6n6re* un site Ndel immedia- 
. tement en amont du codon de demarrage de la traduction du gene de la SAH. 
pXL276 est utilise pour reconstituer la region "pre-pro" de la SAH, laquelle se 
. trouvaitetretronqu6e dans 1'ADNc juste en amont du site Taqlau niveau del'acide 
amine M*. La reconstxtution est effectuee en insurant un fragment d'ADN corres- 
1Q pendant la sequence signal de la SAH sous forme de quatre oligod6oxynucl6otides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34, Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120 pb provenant de pXL276 portant des signaux d'expression de genes d*E. 
. coli entre ks sites EcoRI et AccI du plasmide pUC8. Le site TaqI est ainsireconstitue 
. a rune des extremites de f insertion dans ce plasmide appek pXL290 (figure 2). Le 
15 petit fragment HindHI-Taql portant le RBS et la sequence pre*pro en amont du site 
Taql : est ligature 1 aveck fragment Taql-Pstldu clone d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBll, contenant rexoemiti 5* de la SAH) entre les sites Hindm et PstI de pTJC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit en 
Jigaturant k fragment HmdHI-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 
20 ribosomc) et la sequence prepro -SAH jusqu'au site PvuH, avec k fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276, portant k replicon et l'extrenu^ 3' de te sequence codante de la 
• SAH, et avec k fragment EcoRI-HincHH de pXL276 contenant le promoteur (figure 

4). 

E.U Creation d'un site Hlndlll en amont du codon de demarrage de la traduction 
• 25 deUSAH. 

Dans le but rfobtenir une cassette pr6pro- SAH pouvant etre facile- 
ment integree dans des vecteurs d'expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
decrit o-dessus, est change' en un site HindUl par mutagenfcse dirigee par oligo- 
. deoxynuckotides. A cctte fin, le fragment HindHI-Bgin de pXL322 contenant 
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l'cxtrfimitfi 5' du gene de la prepro-SAH est sous-clone" dans Ml3mpl8 ct rautage'- 
nis£ par hybridation de roUgodeoxynucllotide synth£tique 5'«ATCTAAGGAAA 
TACAAQOJATGAAGTGGGT-y a la matrice simple brin (les sequences souli- 
gn6es et en caractere gras representent respectivement le site Hindin etle site de 
5 dgmarrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nucleotidique de la region mutagenisde est ensuite verifiee. La sequence 
cod ant pour la S AH complete est reconstitute en insurant le fragment HindTH-PvuII 
du phage mutag£nis6 et le fragment PvuH-Hindm, contenant rextrimittS' du gene 
structural de la SAH, dans le site HindHI de pUC8 pour dormer le plasmide pXL869 

10 (figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindin de 1,87 kb contenant le 
gene structural de la prepro-SAH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
a son extremity 3'. La sequence complete du fragment Hindin ainsi que la sequence 
en acides amines de la SAH recombinante sont dlcrites sur la figure 7. Une cassette 
HindHI contenant le gene structural de Met-SAH sans son signal de secretion est 

15 construiteen suivant lememeprotocole saufqu'undenv6M13 du plasmide pXL276 
est mutagtnist a l'aide de Toligodfi oxynucleotide synmetique5 , «ATCFAAGGAAA 
TACAAGCIIATGGATGCACACAAG-3'. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
facon sumlaire au plasmide pXL869. 

20 Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

E2.1 Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut etre purifii a partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K drosophilarum UCD 51-130 
25 (collection U.GD., University de Califoraie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui derive de celui dficrit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2%) est 
centrifuge" e, lavie et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties enspheroplastes en presence de zymolyase (300^g/ml), dTDTA 25 
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mM, de phosphate 50 znM ct de j*-mercapto ethanol (1 ug/ml). Apres lavage dans 
use solution de sorbitol 1,2 M, les spheroplastes correspondant a 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2^5 ml de sorbitol 1,2 M et on ajoute le 
meme volume de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
Les empes sufvantes correspondent au protocole de ryse alcaline deja d6crit M , a l*ex- 
ception de la precipitation du surnageant en ace tate de potassium qui est faite a 23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml cPisopropanoL Le materiel obtenu est traite 
a la RNase (50 u/ml) a 37°C pendant 20 minutes puis avec la proteinase K(150^ig/ 
ml) dans une solution de Nad 0,5 M, sarkosyl 0^ % et d*EDTA 25 mM pendant 1 
beure a 6(fC Apres centrifugation en microcentrirugeuse Eppendorf, les surna- 
geants sont prea'pites a Tethanol pendant 10 minutes a -70 P Q puis les culots sont 
dissous et 1'ADN est purine par centrifugation isopyenique en gradient de CsQ en 
presence de bromuxe d'ethidium. 

E2X Construction du plasmide pCXJl. 

L'interm6diaire de construction pUC-URA3 (figure 8) consistc en un 
fragmenl HindHI de 1,1 kb contenant le gene URA3 de la levure 5. cerevisiae insere 
dans le site unique Narl du plasmide pUC19 *. 1* fragment HindHI derive du 
plasmide pG63 *qui a 6tc digerd par Hindm puis traite par le fragment de Klenow 
de FADN polymerase J <f£. mii pour g£nerer des extremites franches. Le fragment 
de 1,1 kb contenant le gene XZEA2 est purifie puis insert dans le plasmide pUC19 
hri-meme coupe par Narl et traite par le fragment de Klenow de l'ADN polym6rase 
I d°E- soli Le plasmide pUC-URA3 content done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans £. coJi , le marqueur de resistance a 1'ampidlline 
pour les transformations dans £. coli. le gene lacZ contenant un poly-site de clonage 
(EcoRI, Sad, Kpnl, BamHI, Xbal, Sail, Sphl, Hindm comme sites uniques) et le 
gene URA3 de S. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
deK4fi£u^- 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide. pKDl inseree dans le site unique AatH de pUC-URA3. Cette construction 
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a ill obtenue en linearisant pKDl au site EcoRI puis e.n traitant ce plasmide par 
le fragment de JQcnow de l'ADN polymerase I d'E. cali- Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUC-URA3 prdcddemment coupe par Aatll et traite a la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments permet la reconstitution de sites de 
restriction EcoRI. L'insertion de l'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun gene necessaire pour maintenir la stability et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI etant situ6 a 205 nucleotides (nt) en amont du 
cod on ATG du gene B. 3 *). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
cellules deK. lactis uraA dr° a haute frequence, est amplifie a environ 70-100 copies 
par cellule et est maintenu de facpn stable meme en l'absence de pression de 
selection. Grace a l'origine de replication apportee par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se repliquer dans coJi ce qui facDite les 6tapes de 
construction et de purification de plasmides. Les sitesuniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindm et Sail du porysite de clonage de pUC19. 

E23 Construction d'une fusion entre le promoteur pkl de K. lactis e t le gfene de la 
3'-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903 

L'utOisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
K- lactis et d'autres especes de KJuweromvces reste limitee aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotropbie. Afin de 
pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromyces nous 
avons choisi le gene de la 3'-aminoglycoside phosphotransferase faph p*]-I) du 
transposon bactericn Tn903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insere dans pCXJl. Le gene de 1' aph c onferc la resistance a 
la kanamycine che2^._£oji et rend les souches sauvages de levure resistantes a 
l'antibiotique G418 (geneticme), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire^.Pour permettreune expression sufEsammentforte du gene de Faph pour 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de & lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du gene apJlsont remplaceXpar le promoteur pkl isoie a 
partirdu plasmide «killer»pGkl-l oukl de K. lactis . La construction de la fusion pkl- 
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flpk est effectude en phisieurs Stapes (figures 10 a 12). Tout d'abord un fragment 
' Scal-Pstl de 1,5 kb du plasmide kl est sous-done" entre les sites uniques Seal et PstI 
de pBR322» le plasmide recombinant sensible a rampiculine et resistant a la tdtra- 
cydine est appcl6 pkl-PS 1535-6 (figure 10). Le fragment sous-don6 de 1,5 kb 
5 provient cFune extrtmi t£ du plasmide « killer* lineaire et contient la mohi6 5" de la 
premiere phase de lecture ouverte (ORF1) portie parle plasmide kl et environ 220 
paires debases en amont* 1 . Comme le site Seal est situe" seulement 22 paires de bases 
de rextremite* gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-Pstl purifi* a partir de-gel 
o" agarose contient vraisemblablement la region promotenr entiere de ORFl. La 
digestion de pkl-PS 1535-6 avec Ddel donne un fragment de 266 pb contenant 17 pb 
provenant de pBR322 a une de ses cxtremites (proche de Seal) et les 11 premiers 
codom de ORFl a rautre extremity ^>resuntraitement parle fragment deHenow 
de TAPN polymerase I dTL colL le fragment purifi6 est insert dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t6 obtenu en 
15 inseram un rragmcnt EcoRI de 1^5 kb contenant le gene aph provenant de Tn9Q3 
(Kanamycin Resistance Gene Block ™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUCl9. Le plasmide pUC-kan202 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanl par Xhol suhde tfime digestion breve par la nuclease SI rendantles cxtremites 
franchespuis cTune ligature avecle fragment Ddel de pkl-PS1535-6 rendu franc avec 
20 le fragment de Kenow de FADN porym6rase Id'E. £Qli (figure 1 1). Cette construc- 
tion permet tfobtcnir une fusion en phase entre les 11 premiers addes amines du 
gene ORFl du plasmide linfaire kl et de rextrfmite tronqui e en 5' du gene apL.de 
. Tn9Q3. En fait, la jonction entre ORFl et aph restore le douaeme codon de aph 
(AGG) de sorte que ce sont les onze premiers addes amines de aph_qui sont 
25 remplaces par les onze premiers, addes amines de ORFl de kl. La sequence 
complete du promoteur pkl utilise pour la fusion pkl-'aph ensemble avec le debut 
du gene structural coolant pour la aph est indique* sur la figure 12. 

EX4 Construction du plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv£ du plasmide pCXJl 
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dScrit ti-dessus. H est construct en coupant pCXJl par HindlH puis en traitant par 
lc fragment de KJenow de FADN polymerase I d'E. coli. Le plasmide linearise* a 
extr^mites franches est ensuite ligature 1 avec un fragment Scal-HincII de 1,2 kb 
provcnant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-' aph ( figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan202 par Seal et Hindi donne une cassette de resistance a la 
Jcanamycine a extrdmites franches ne contenant plus le promoteur bactSrien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, confere la resistance a de tres hauts niveaux de 
G418 (> 2JS g/1) dans les souches de JL ladifi. Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut etre transforms" dans les souches deK. lactisdr* a haute fre- 
10 quence, amplifiS a 70-100 copies par cellule et maimenu de faconstable enl'absence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjuguee avec la presence 
d'un marqueur dominant efficace permettant la transformation de souches indus- 
trielles de Kluweromyces font de pKan707 un vecteur de donage tres performant 
pour les levures du genre Kluweromvces. 

}5 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE V 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

E3.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la prepro-SAH 
sous contrdle du promoteur PGK de & cerevisiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constitue" des re"gionspromotrices etterrninatrices 
du gene PQjC de £» cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment genomique 
Hindm d61£t£ d'un fragment de XL kb correspondant au gene structural et compre- 
nantunerdgion comprise entre l'ATG (finitiation de la traduction etle site Bglll 

25 localise 30 codons en amont du codonTAA sperifiantlafin de traduction 42 . Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite detruits et 
remplaces par un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du tenninateur PGK de transcription. Un site Hindin est 
introduit a la jonction entre regions promotrices et tenninatrices ; le site etant 
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unique, 3 permet (Tintroduire facflement des genes necrologues. La sequence nu- 

cKondiquc de cette region est indiqude sur la figure 15. Le fragment Hind III de 1,8 

kbprovenant du plasmide p XL 868 (voirE.13) et codantpour le gene de laMet-SAH 

est ensuite introduit dansle site HindlU du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGlQ. De facon analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 

est gendre par insertion dans le plasmide pYGl2 (Tun fragment HindHI provenant 

du plasmide pXL869 (voir £.13) et codaht pour la prepro-SAH. En consequence, 

deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une taille d'environ 3,6 kb sont ainsi cons- 

truites, coruprenant le promoteur du gene EQK de S. cerevisae (Ppon). suivi du gene 

codant soit pour la Met-SAH soit pour la pr6pro-SAH et enfin la region correspon- 

dant au tenmnateur de transcription du gene PQK Opgk)' region incluant le site de 

polyadlnylation du ARNm. 

Z32 Construction des plasmldes iF expression pYG19 et pYG23. 

Dans le but (Tintroduire les cassettes d'expressions dttaillees ci- 
dessus, dans le vecteur pKan707 replicatif cbez Khryveroirrvccs. les fragments Sall- 
BamHI de3,6kb etprovenantdesplasmidespYGlOetpYGll sont dans un premier 
temps sous-clones dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 43 , pour donner 
ainsi les constructions plasmidiques pYG18 (prepro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions intermedi aires pennettent de disposer des cassettes 
d'expresskm P |aK /Met«5AH/r pGlt et P rOT /pT6pTo-SAH/T pGK sous forme de frag- 
ments de restriction Sall-SacI directcment inserables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit a la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situ6 
en amont du gene fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appelles pYG19 
(prepro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18)comprennentles cassettes d'exprcs- 
sion Pp^/HSA/TpQg, la sequence quasiment complete du plasmide pKDl de K. 
flrnf^philarum. les sequences permettant la replication autonome chez E. £filL ainsi 
que les genes codant pour la^-lactamase et la 3'-aminogrycoside phosphotransferase 
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(sous contrdle du promoteurpkl),permettant respectivement de selectionnerE. coli 
en presence d'ampicilline et K» lactis en presence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE K J act is PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prepro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transformer la 
souche MW98-8C ( alpha uraA argA )ysA. K + pKDl°) de & lactis « Un ecbantffion 
de cette souche a €l€ depose au Centraalbureau voor Schimmelloilturen (CBS) a 
Baam aux Pays Bas selon les dispositions du traite de Budapest ou il a ete enregistre 

10 le / / sous le mim£ro CBS 88. La transformation s'effectue soit par 
la technique de formation de sphdroplastes initialement decrite par Hinnen et coH 4 * 
et adaptee en consequence, soit en traitant les cellules entieres par l'acetate de 
lithium, ce qui favorise l'incorporation cTADN en presence de polyethylene glycol 
(PEG) 4S . Les modifications concernant la formation de spheroplastes sont deja 

15 dicrites u , Lorsque la mfithode faisant intervenir Tac6tate de lithium estutilis6e, la 
croissance des cellules se fait a 28°C dans SO ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'a une density opu'que a 600 nm (OD^J comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont re coltees par centrifugation a faible vitesse, lavees dans une solution sterile de 
TE (10mMTrisHdpH7,4, 1 mMEDTA),resuspendues dans3-4ml d'unesolution 

20 <f acetate de lithium (0,1 M dans du TE) pour donnerune density ceDulaire d'environ 
2 z 10 s c/ml, puis incuWes a 30°C pendant 1 beure sous agitation moderee. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension resultante de cellules 
competentes sont incubees a 30°C pendant 1 heure en presence d'ADN et a une 
concentration .finale de 35 % de PEG4000. Ap.es un choc thermique de 5 minutes 

25 a 42°C les cellules sont lavees 2 fois par de 1'eau sterile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution dTPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion a 46°C (5ml) est ensuite ajoutde et imm6dia- 
tement coulee surboites YPD. Apres modification, une surcouche additionnelle de 
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5 ml de *top-agar" est ajoutee ct les bottes sont incubdcs a 28°G Apres 18 a24 beures 
(Tincubaiion, 0,16 ml (Tunc solution dc G418 (Geneticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6talee sur les boltes et des transfonnants sont comptes apres 4-5 
jours cPincnbation additionnelle a 28°Q 
.5 U6talement direct des ceDules sur boltes YPD + G418 (c'est-a-dire 

sans utfliser une surcouchc additionnelle de top-agar) resulte en Fapparition de 

.1 clones de taflle plus importante pour les cellules transfonnecs de JL ladis- Cepen- 
dant, une concentration plus basse de G 418 (50 jig/ml) est alors ndcessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralne la selection de mutants partiellement resis- 

. 10 ' tants au G418 et provenant de cellules non transform des. De plus, l'efficaciti de 
transformation est au minirmim 10 fois phis faible que l'efficacite' observee apres ex- 
pression pWnotypique pendant 18 a 24 heures. 

. EA2 Stability mltotiqne des plasmides d'expression de la SAH 

La stabUi te mitotique des plasmides pYG 19 et pYG23 est mesuree au 

15 counduternps apres croissance en rnfo^un^^ 

€ tarn le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YFD contenant 250 ^g/ml de G418. Comme l'indique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgrt F expression a haut niveau d'un 
gene necrologue : 40 a 45 % des cellules but maintenu ces plasmides apres 40 

20 generations ceDulaires en milieu non selectif. 

EA3 Niveau* d'expression et d'excr&ion de I'albnmlne 

Les nfveaux d'expression et d'excrftion des cellules de K. lactis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (prepro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en fonction du temps apres croissance a 28°C en milieu YPD et sous 
25 agitation constante. Les sumageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tions consecutives (5 minutes a 4000 puis 10 minutes a 12000 tours/minute) pour 
elirniner toute contamination eventuelle par des cellules. Un echantillon du second 
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surnageant (0,5 ml) est chauffe" a 95°C pendant 15 minutes puis m£lang6 aun volume 
cgal dc tampon d'application contenant 0,125 M Tris HO, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto6thanol O-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromophenol. Quand une concentration desprotlinespresentes dans le surnageant 
5 est souhait^e, 0,4 ml d'une solution a 100% p/v d'acide trichlorac6tique (TCA) est 
ajoutde a 8 ml de surnageant et Ies prolines sont pr£cipit6es sur glace pendant 1 
heure. Le materiel preripitd est recuperd par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/ minute) puis resolubilis6 par chauffage a 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
de tampon duplication contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % jJ-ME, 23 

10 % SDS et 0,2 % bleu de bromopbenoL 

L'expressionintracellulaire d'albumine est detected apartir d'extraits 
cellulaires prepares comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lave" une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate a pH 7, 5 mM jJ-ME, 1 mM ■ 

1 5 phenyline* thylsulf onyl fluoride (PMSF), 2 )HA de Ieupeptine, et 2^uM de pepstatine 
A (Sigma). Apres addition de 0,5 mldebilles de zirconium (diametre 0,45 mm), stoc- 
kes en tampon phosphate (67 mM, pH 7) a 4°C, les cellules sont cassees par 7 
periodes de 30 secondes avecun broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoupfies par des periodes de refroidissement de 2 minutes 

20 sur glace. L'efEcacite' de broyage des cellules est supeneure a 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope a contraste de phase. La fraction liquide 
depourvue de billes de zirconium est transferee dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lavd es 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembtees dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes &4°C a 12000 g, on definit 

25 ainsi une fraction des prolines solubles (surnageant) et une fraction de protdines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualists et reprises dans le meme 
volume final d'une solution de tampon d'application apres dilution. Ces echanullons 
sont chauffe" s pendant 15 rniiwtesa'95 0 C,et appliques sur un gel depolyacrylamide- 
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SDS 4 8^% pr£c£d£ d'un gel de concentration a 5 puis soumis a une intensite 
dc25 mA juscju'a ce que k bleu dc bromophenol atteigne le bas du gel 

La figure 20 montre le resultat (Tune experience typique qui pennet 
cTevaluer Texpressipn et 1'excrition d'alburnine obtcnue avec la souche dc & lactis 

5 MW 9&-8C transformee avec les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), etpYG 25 (vecteur de* pourvu de cassette (fexpression), apres croissance dans 
50 ml de milieu YPD sans G4 18 a 28°C pendant 68 heures. Chaque echantfllon cor- 
respond a 100 ^ul dc culture originalc et pennet dc comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le surnageant de culture, apres migration en gel de poly- 

10 acrylamide a 65 % et coloration au bleu de coomassie. Une bande proteique qui co- 
migre avec de ralbumine bumaine commerciale (Sigma) servant de reference de 
poids moldculairc est detectable dans les echantHlons provenant des cellules trans- 
formers avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cellules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne contient pas le gene de la SAH. On remarquera que, alors 

15 que la quasi-totalite" de ralbumine exprimee a partir de pYG19 (pr£pro-SAH) est 
exportee dans le surnageant de culture, toute ralbumine produite a partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est presente dans la fraction des proteines cytoplasmi- 
ques non solubles. De plus, les resultats de la figure 20 indiquent que ralbumine 
excrfctee par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule proteine 

20 cxtraccTmlairc presente en quantites sigmficatives. Dans le surnageant cTune culture 
de MW8-8C transformee avec le plasmide pYGl9, la concentration d'albumine 
pent atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA Detection imraunologiqne de Palbnmlne produite par K, lactis 

L'identite des prolines qui co-migrent avec ralbumine extraite du 
25 plasma faumain peut etre test* par immuno-d^tection. A ce but, un gel de polyacry- 
lamide est transfer* sur tjltre de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 >im) en 
ntilisant un apparefl de transfert semi-sec (Biomfitra) dans un tampon de transfert 
contenant 25 mM Tris base, 150 mM glycine, et 10 % methanol. Le temps de transfert 
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est de 30 minutes en utflisant un courant d'cnviron 0,85 mA/cm 2 de surface de gel. 
Apres transfert, le filtre est incube trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait £crem£, 0,2 % Tween 20 en tampon PBS [137 mM Nad, 2,7 mM KO, 
4,3 mM NajHPOJ), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirig6s contre la SAH et dilues au 1/ 
1000. Apres 3 lineages du filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyie 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoute a raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Apres incubation du filtre pendant 30 minutes, le filtre estrinc&3 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incube en presence d'un complexe avidine DH / 
peroxidase H biotinylee. Le complexe avidine/ peroxidase biotinyiee est prepare 
extemporanement en diluant 1 goutte de chacun des r£ actifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, apres incubation a 23°C pendant 30 minutes. Le filtre est incube dans 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rince* de nouveau par du tampon B pendant 3 penodes de 5 
minutes et mis a developper pendant 2-3 minutes dans une solution de 10 ml a 0,02% 
K^0 2 et 10 ml d'une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiO, en 0,1 M Tris HQ pH 7,4. Le resultat de cette experience (figure 21) demontre 
que K testis MW98-8C exprime (pYG23) et excrete (pYG19) une proteine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAH. Ce materiel antigenique est spe" cifique- 
ment associe a la presence d'une cassette d'expression de l'albumine ; il n'est pas 
detecte dans des extraits cell ul aires ou des surnageants de culture des levures 
transformees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

E.4.5 Cin^tique d'excretion de la SAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque echantillon correspondant 

al'equrvalent de 160 ul de surnageant de culture), la secretion de l'alburnine huraaine 
se fait avec une cine'tique relative ment lente en erlenmeyer. Les niveaux maximums 



2635115 

29 

<f cxcrttion semblent avoir lieu apres 70 a 100 beures d'incubation d'une culture 
inoculee ininalement a lO 3 cellules/ml (Fig 22B, e'chantillons deposes corxespon- 
dant ^equivalent de 25^ul dc sumageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est d6tectable entre 100 et 240 heures de culture, demon- 
5 trant une rernarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'il tfy a pas d'accumulation de materiel prot£olys6 durant cette 
penode, fl peat etre conchi qu'aucune protease extracellulaire n'est presente qui 
pourrait degrader ralbumine excreta e. 

Une representation grapbique de la cinetique d'excretion (A), de 
10 meme que la courbc de croissance de la soucbe MW98-8C transfonnee avec le 
plasmidepYG 19 (B) est montree en figure 23 ; ces resultats montrent que Pexerdtion 
de ralbumine humaine contixme apres que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations anteneu- 
res concernant cfautrcs systemes (fexpTession chex la levure m . 

15 ExempleS: PURIFICATION DE LA SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans une experience typique de purification, la soucbe MW98-SC 
transfonnee avec le plasmide pYG19 est cultiv6e en milieu YPD pendant 72 beures 
. dans les conditions standards deja dlcrites. Un sumageant de culture (0^ litre) est 

20 dfl>aTrass6 de toute contamination ccllulaire par centrifugation et incube a 4°C 
pendant 15 nrinutes en presence de 60 % d'e" thanol (V/V). Le precipitf est re* cupe*re* 
par centrifugation, redissous dans 10 ml d'une solution 50 mM Tris HO pH 8,0, puis 
chargi sur une colonne de bleu TrisacryL L'albumine humaine est 61u6e de cette co- 
lonne par vine solution de NaQ 3M. Apres diaryse des fractions contenant la SAH 

25 centre 50 jiM Tris, celles-d soot purifies sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
eluees a une concentration de NaQ 0,25 M Dans une derniere 6tape une chroma- 
tographic Superose 12 (Pharmacia) permet d* obtenir de la SAH pure a plus de 99% 
(<T apres ks resultats cTelectrophorese PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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d'argent). 

Exemple 6 : CARACTERISATION DE L'ALBUMINE SECRETEE ET PTJRIFIEE 

Uabsence d'un test permettant de mesurer in vitro les proprfetesbio- 
logiqucs de 1'albumine ne simplifie pas laprocfdure permettant de juger de la quality 
5 de Falbumine recombinante. Pour cette raison, apres purification, 1'albumine excr6- 
te*eparK.ladis est done caracteroee par plusieurs tests pbysico^hinno^esetimmu- 
nologiques. Ces tests demontrent que ralbumine recombinante est s£cr£tee par & 
hsfis. sous forme mature et dans sa configuration native : eHe est indistinguable de 
la s6rum albumine humaine extraite du plasma pour tous les criteres. 

10 E.6.1 PAGE SDS : Coloration au bleu de coomassle et aux sets d'argent 

L'dlectrophorese est effectu6e en gel de polyacrylamide (7,5 %) d£- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit prlcldemment, ou grflce a Futilisation d'un 
Thast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Differentes quantit6s d'albumine recombi- 
nante ont 6te" comparers a une preparation commerdale de 1'albumine standard 
15 (Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre l*homogen6it6 totale des 
6chant£Uons d'albumine de levure. 

Z.62 Isoelectrofocallsatlon 

Des focalisations isoelectriques sont effectuees entre pH 4,5 et 6,0 
20 (Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isoelectrique de la SAH recombinante est idenn'que a celui de la SAH bumaine 
reference (pi - 4,8). 

E.6J3 PAGE en conditions non denaturantes : revelation immunologjque 

L*£lectrophoresc de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
25 mide (10 %) non ddnaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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jtvi lation urununologique dans les conditions dicritcs en section E.4.4 revelcnt une 
co-migration avec l'albumine standard extraite du plasma humain. Ceci suggere tres 
forte ment que la maturation correcte de la pr6pro-SAH recombinante a lieu lots du 
processus de slcrltion inherent aux cellules dej^laflis. Aucune contamination avec 
5 . de la SAH non maturec n'est detectable ce qui implique que le clivage de la sequence 
. signal et de la region pro de la SAH s'efTectue avec efficadte' dans cette levure. 

- E.6.4 Chromatographic d'exclnsion moleculalre 

Une chromatographic d'exclusion raole'culaire est effectu6e avec une 
Superose 12 (Pharmacia). Le d6bit du tampon dilution (50 mM Tris HQ pH 8,0) 
10 est main term a 1 ml/minute. Les concentrations en alburnine recombinante et en 
albumine rifeTence issue du plasma humain sont de 0,4 et 1 mg/ml respectivemenL 
Apres depot cfun volume de 100 ul, 1'elution de l'albumine est detectee par mesure 
de Fabsorption a 280 nm. Dans les deux cas le volume dilution est identique (1 1,5 
. ml). 

15 Chromatograhie d'&hange d'anion 

L'albumine recombinante est eluec d'une colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmacia) a une concentration de 0,31 M NaQ, comme ralbumine reference issue 
du plasma humain La figure 25 montre les profUs chromatographiques obtenus pour 
des injections de 100 nl de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (<^mg/inl)utilisartuiiecd^ 
. . constant de 1 ml/minute. 

EL6.6 Chromatographic en phase inverse 

Le comportement de ralbumine de levure en phase inverse est 
'. analyse sur une colonne Nucleosil (C4) avec les tampons A (eau a 0,1 % TFA) et B 
25 (aoftonhrile a 0,1 % TFA). La figure 26 represente l'dlution, par un gradient de 20 
a 80 % de B dans A, de ralbumine de levure qui possede le mime temps de retention 
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que ralbumine plasmatiquc. 

E.6.7 Composition en acides amines 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
d&enninee par chromatographie cn phase inverse apres hydrolyse acide (HQ) et 
5 derivatisation au PITC. Les resultats obtenus par cette methode indiquent daire- 
ment une composition identique a celie de l'albumine reference issue du plasma 
bumain, 

E.6.S Sequence N-terminale 

Utilisation <Tun appareil automatism permettant la degradation 
10 d'Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-tenninale de la SAH 
secrdtee par K* testis, est Asp-Ala-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Pbe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confinne done les resultats provenant 
des experiences d'electrophorese en gels natifs de polyacrylaraide, et ddmontre la 
maturation correcte et complete de ralbumine secr6t6e par la levure K» lactis. 

15 JL63 Fluorescence du tryptophane 

Avecune excitation a295 nm, remission de fluorescence de l'unique tryp- 
tophane possede le meme maximum pour la SAH recombinante et ralbumine plas- 
matique (337 nm) mm'quamunenvirormement hydrophobe identique au nivean de 
cet acide amine 1 (figure 27). 

20 E.6.10 Stability therraique 

L'albumine reference (Sigma) et ralbumine secretee par la levure ont 
une cinetique identique de degradation a 75*0 (figure 28) ce qui suggere que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E~6.ll Affinites vis-a-vis de dlfferents anticorps monodonaux 

L*antig6nidt6dcralbuinincrccombinantca6t6dtudi6cavccdiff6rcnte 
anticorps monodonaux diriges contre ralbuxnine humaine. La figure 29 montre leur 
ipdcificite : ks anticorps HA10, HA1 1 ct HA13 correspondent a des Epitopes dont 
5 la conservation ne*cessite ffmegrite' de rcnscmble de la molecule. Les anticorps 
HA21 , HA6, HA4, HA3, HA8 et HA1 correspondent a des Epitopes localises lelong 
de la chame peptidique de l'extremitd N a rextr6init6CtenninaIe 4 *» a - 

Le test utilise 1 est un test d* inhibition dTELISA. Les differcnts anticorps 
sont adsorbed sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation (Falbumine 
,0 marquee avecla phosphatase alcalinc est etablie pour chaqueanticorps.Lescourbes 
• de saturation de chaque anticorps ont une allure sigmoide et la quantity d'albumine 
marquee correspondent a 50 % de fixation a it€ choisie pour dtudier Vinhibition de 
chacun des anticorps. 

Uinhibition a €tt rfalisee avec 1'echantillon d'albumine recombinante et 
1 5 cornparee a celle obtenue avec un € chantillon d'albumine plasmau'que (Sigma). La 
figure 30 montre que pour les 9 anticorps testes, 1'albumine recombinante est aussi 
inhibitrice que 1'albumine native. Etant donne" l'extrexne sensibility du test, les 
differences observles sont rmnimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiques dans les figures ne sont pas traofes a 
I'echelle et seuls les sites de restriction important; pour les constructions sont 
indiques. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu a partir de trois clones cTADNc (voir 
25 texte) derives cTARNm pory-A isoles de foie bumain. 

Figure 2 : Reconstitution de la sequence signal "prepro" de ralbumine a partir de 
' quatre oHgonudeotides synthdtiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3: Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4: Construction du plasmide pXL322. 
Figure 5 : Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6 : Construction du plasmide pXL869. 

Figure 7 : Sequence nudeotidique et en acides amines du fragment HindlH prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et comenant le gene de structure de la prepro- 

SAH. Les fleches noires indiquent la fin des regions "pit* et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9 : Construction du plasmide pCXJl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PSl535-6. 
10 Hgure 11 : Construction du plasmide pUC-kan2Q2. 

Figure 12 : Sequence nudeotidique du promoteur pkl a partir du site de restriction 

Seal et induant la jonction entre ORF1 et pkl et la region 5* du gene bac- 

terien codant pour raminoglycoside phosphotransferase provenant de 

TnSQ2. 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbede stability du plasmide pKan707 dans la souche MW98-8C dans 

des conditions de croissance non-selectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGU. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17 : Construction du plasmide pYG19. 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (prepro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nudeotidique fournie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gene PGK et les genes 
de structure des differentes formes de SAH. 

25 Figure 19 : Courbes de stability des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-selectives. 
Figure 20 :Gel de polyacrylamide-SDS a 8,5 % apres coloration au bleu de coo- 
massie d6montrant rexpression et I'excretion de la SAH a partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) deposee a des concentrations croissantes ; 0,2/ig, 0,6 ^lg, 2p% et 

6^gparpiste.pYG19 (prepro-SAH).pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond a une quantite" de proline equivalent a 
100 ^ul de la culture originale (approx. 2 x 10 8 cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 :Imrnunor£v6]aoon d'un gel de polyacrylamide a 7,5 % transfere sur 
nitrocellulose comme decrit dans le texte. Piste 1 -5 : albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a ete dissous dans un milieu YPD a des 
concentrations variees et predpite avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme decriL Les ediantillons de la gamme SAH ont done 6t6 
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traites de la meme facon que les suraageants de culture. Dans les deux 
cas, les depots de gel correspondent a des volumes Equivalents. 1), pr£- 
dpitation a une concentration de 100 mg/1 ; 2), SO mg/1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 
124 mg/1 ; 5), 0,6 mg/l pYG19 (prtpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
chaquc piste correspond a une quantity de prolines Equivalent a 20 pi 
de la culture originale (approx. 2 x10 s ceihiles/ml). a), surnageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles, 
figure 22 :Gel de poryacrylamide a 84 % apres coloration au bleu dc coomassie 
dimontrant la cm6tique de Texadtion de la SAH a paftir de la souche 
MW98-8C 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a iXJt 
. . dissous dans du milieu YPD a des concentrations varices et predpitee 

avec du TCA (5 % concentration final) comme d6crit (voir legendedela 
figure 21). 1), precipitation a une concentration de 6 mg/1 ; 2), 124 mg/ 
1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mgA pYG19 : excretion de la SAH 
a partii du plasmide pYG19 et en fonction de Tage de la culture, 16 - 61 
beures comme indique\ Chaque e" cbantillon correspond a l'iquivalent de 
160 jil de surnageant dc culture. 

B, pistes a *e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) deposee a des 
concentrations croissantes ; 0,4 ug, 0,6jig. 0,8 ug, l,0ngetl,2pgparpiste. 
pYG19 : excretion de la SAH a partir du plasmide pYG19 et en fonction 
dcl'flge de la culture, 72- 240 hcures comme indiqud. Chaque Echantillon 
correspond a l'equivalent de 25 jd *de surnageant de culture. 

Figure 23 :A, representation graphique de la cinStique (Texcrdtion de la SAH a • 
partir de la souche MW98-8C transformee avec lc plasmide pYG19 et 
cuJtivde en erlenmeyer comme indique" dans letexte.La concentration de 
FaJbumine detectec dans le milieu de culture (mg/1) est representee en 
fonction ihi temps (hemes). Les rdsultats de quatre experiences inddpen- 
, dantes som representee 

B, courbe de croissance de la souche MW98-8C transformde avec le 
plasmide pYG 19. 

Figure 24 : Techniques electrophoritiques (S * standard, L = albumine de levure). 

A- PAGE-SDS(Phastgel,Pharniada,gradient8-25%)colorationaux 

sels (TargenL S = lng, L: de 0,05 a 025 ug 

B - IsoElectrofocalisation (Phast gel, pH 44-6,0), coloration au bleu de 
. coomassie, ddpots ». l^ig. 

C- PAGESDS (74 %), coloration au bleu de coomassie. 
S*0£-1.0ng,L- 0,25-2^ ;ig 
Figure 25 : Chromatographic (fechange cTions » Mono Q (Pharmada). En bas: 
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SAH levure 40/jg ; en haut : SAH standard 50 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nucleosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 : Speetrometrie d'6 mission de fluorescence du tryptophane. En trait plein: 
5 SAH standard ; en pointille : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thermique a 75 fl C En trait plein : SAH standard ; en pointflle": 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de l'albumine reconnues par les differents an ti corps monoclo- 
naux utilises pour la caracterisation antigenique. 
10 Figure30 : Courbes ^inhibition, vis-a-vis des neuf anticorps monoclonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (ug/ml) : □ , SAH standard ; ■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Proc£de de preparation microbiologique de la serum albumine humaine 
(S AH) ou de l'un de ses variants caracterise en ce que Ton cultive une levure capable 
d'assurer le maintien stable d'une cassette d'cxprcssion comportant au moins un 

5 marqueur de selection des levures transformees, l'ADN du gene de structure de 
SAH fusionne a des sequences pennettant son expression dans la levure et eventuel- 
lement 1' excretion de la proteine encodee par ce gene dans le milieu de la culture. 

2 • Procede selon revendication 1 caractense* en ce que la cassette d' expression 
est integree dans le genome de la levure. 

10 3 - Proc£dc selon revendication 1 caract£ris6 en ce que la cassette d'expression 
fait panie d'un plasmide comportant un systeme de replication fonctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Procddd selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractexis6 en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomyces et Kluweromvce^. 

15 5- Proc6d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caracterisfi en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluweromyces . 

6 - Procede selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractensl en ce que la 
levure est choisie parmi toutes les varietes de Kluweromyces rnarxianus. 

7 - Procfide selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractdrise" en ce que la 
20 levure est )TOuyverQmyces marxfonus var. lactis- 

8 • Proc6d£ selon l'une des revendications 3 a 7 caracteris6 en ce que le systeme 
de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKDl isol6 
de KluweTomvces marxianus var. drosophilarum ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isole de Sacdiaromvces cerevisiae ou une combinaison d'elements derives du 

25 plasmide pKDl et du plasmide 2 u. 

9 - Proc£d£ selon Tune des revendications 3, 6, 7 ou 8 caract6rise* en ce que le 
systeme de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDl. 

10- Procede selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caracterise en ce 
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qu'unc cassette d'cxprcssion selon la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est insert dam uue region jde 197 pb definic par les sites SacI et MstD de pKDl. 

11- Procede selon Tune des revendtcations 1 a 10 caracterise en ce que les se- 
qucnces permettant regression du gene de structure sont cboisies panni les 

5 proxnoteurs derivces des genes de levures du genre Saccharomyces ou TQuweromy- 

12- Precede selon revendication 11 caracterise en ce que ces promoteurs sont 
. derives des genes glycolytiqucs de levures du genre Saccharomyces ou Kuyvcro- 

myces . 

ID 13 - Procede selon revendication 12 caracterise en ce que les sequences 

pennettant l'expression du gene de structure sont cboisies panni les genes codant 
• pcwtapboi^bog]yceratekmase(PGKX^ 
genase, la lactase, l'enoiase ou l'alcool dehydrogenase. 

. . 14 - Proc6d6 selon revendication 13 caracterise en ce que les sequences 
15 permettant regression du gene de structure proviennent du gene codant pour la 
phosphogh/cerate kinase. 

15- Procede selon Tune des revendi cations 1 a 14 caracterise en ce que les 
sequences permettant ]*excr6tion de la proteine beterologue sont cboisies panni 
Fextension N-terminale naturelle "prepro" de ralbumine et les sequences obtemies 
20 a partir des genes de levure codant pour la pberomone alpha ou la toxine "killer". 
-. 16 - Procede selon revendication 15 caracterise en ce que la sequence 
pennettant l*excr6tion de la SAH est l'extension tenninale naturelle "prepro" de l'al- 
- burnme. 

17- Proce<l£ selon l*une des revendications 1 a 16 caracterise en ce que les 
25 sequences permettant la selection des levures transform6es sont choisies parmi les 
genes apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

■ 18 - Procede selon revendication 17 caracterise en ce que la sequence de 
selection est un gene apportant la resistance a la G418. 

19 - Procede scion reverjdicanon 18 caracterise en ce que la sequence de 
. 30 selection est line fusion entre le promoteur kl du plasmide lineaire de K* lactis et 
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I'aniinoglycosidc phosphotransferase du transposon T n903 . 

20 - Le plasmide pYG19 caracferis£ en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
1'ADN de la prepro-S AH, les sequences d'initiation et d'arret de la transcription du 
gene codant pour la phosphoglycfirate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

5 promoteur pkl du plasmide lineaire kl de KJuyveromvces lactis et le gene de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n9Q3. 

21 - Le plasmide pYG23 caractense' en ce qu'il comporte le plasmide pKDl, 
1'ADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et <Farr6t de la transcription du 
gene codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

1 o promoteur pkl du plasmide lineaire kl de K» marxianus var . lactis et le gene de la 
3*-aminoglycoside phosphotransferase de T n903. 

22 -La levnre K. marxianus var. lacti> MW98-8Q 

23 - La levure & marxianus var . lactis MW98-8C transformed par le plasmide 
pYG19. 

15 24 -La levure Kluyveromvces marxianus var. lactis MW98-8Ctransform6e par 

le plasmide pYG23. 

25 - La s6rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc6de" selon 
Tune des revendications 1 a 19. 

26 - La s6rum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions appropriees de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la serum albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 a titre de medicament. 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJ1. 
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MatLysTzpValThrPhelleSerLei^uPheLeuPheSerSerAlaTyrSeArgGlyValPheAxg 

1 11 21 31 41 51 61 71 

Ar^spAloBii^ysSerGluValAl^ 

76 86 96 106 116 126 136 146 

IleAl aPhe AlaGlnTyrLetttanGlnCyaProPhBGlu^^ 
ATTGCGTTTGCTCAGTAICTTCXGCAGTGTC^ 
151 161 • 171 181 191 201 211 221 

. AlaLy BHirCyaV&lAl aAapGl uSarAlaGluAs nCysAspLys Se rLeuBlsThrLeuPheGlyAspLy 8 Leu 
' GCfiAAAftCAlGTGTTGCTGATGAGTC^^ 
226 . -236 246 256 * 266 276 286 296 

, CysThrV&lAlaThrLeiiArgGluThrtYrGlyGl^^ 

301 . 311 321 331 341 351 361 371 

GloCysFheLmiGlnEisLyaAapAspAsnPrc^nl^ 
GAXTGCITCTTGCAACXCTVAAGATGftCAATCCAAATC^ 
376 386 396 406 416. 426 436 446 

ihrAlaPhefllsAsj^nGluGluThrPheLeuLys 
ACTGCTTTTCATGACAATGATUSAGAGiTTTT^^ 
451 ; 461 471 481 491 501 511 521 

Ty rJaaProGliiLeu LeuPhePheA laXysAr gTy r Ly s Al aALflPheThrGluCy eCys G InAl aAlaflspLys 
SMTjCCCCGGAACTCCrTTTCTTTGCTAA^ 
526 536 546 556 566 576 - 586 596 

AlaMaCysl^uLa^roLysLeuAspGluLeuArgAspGluGlyLysAlaSe rSe rAlaLysGlnArgLeuLys 
GOWGCCTGCCTGTTGCCAAMX^rCG^ 
601' 611 621 631 641 651 661 671 

CyaMaSarLe^lnLyaPhaGlyGluArgMaPheLyaAlaTrpAla^ 
TGTGCayWtritCAMAaTTTGGAGAA?^^ 
676 686 696 706 . 716 726 736 746 

LyaAlaGuPheAlaGluValSerLysLeuValThrAspI^ 
751 761 771 781 791 801 811 821 

LeuLeaGluCyaAlAAflpAapArgJU^iAsp^ 

826 836 846 856 866 876 886 896 

LenLyaGluCysCyaGluLyaProl^ulrfwiGl 
CTGMySG8IM€CIT5TG A ?AA&CL"lt^^ 
901. 911 921 931 941 951 961 971 

AlaAapLmtfro^rl^uMaAlaAsFFheValGlx^rLyaA^ 

976 . 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPhaLeuGlyMa tPheLeuTy rGluTyxAlaAr gArgHi aP roAspTy r Se rValValLeuLeuLeuArglieu 

1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 1121 



Figure 7 
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AlaLysThrTyrGluThrtlorl^uGluLysCysCysAlaMaM 
GCCAAGACATATGAAACCACTCTAGAGAAGTGCTGTGCC^ 
1126 1136 1146 1156 1166 X176 1186 1196 

AspGlx^heLysProl^uValGluGluProGlnAsnLeuIleLysGlnAsnCysGluLeuPheGluGlnLeuGly 
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGA^^ 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGlnAsnAlaLeuI*uValArgTyr^ 

GAGTACAAATTCC^GAATGCGCrATTAG^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLys^s^sAsnProGluAlaLysT^rgMetProCysAlaGlu 
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAJAAGTGGGCAGC&AATGTTGTAATC 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 1421 

AspTyrliGuSeWalVall^uAsnGlnLeuCysValXeuHisGluLysThj^roValSerAspAr^ValBirLys • 
GACIATCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTTA1CTGTGTX 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysCysThrGluSerLeuValAsnArgArgProCysPte 
TGCTGCACAGARTCCTTGGTGAACAGGCGACCATGCTTTTCAGCTCT 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 1571 

GI xffhe AsnAlaGluThiffheThrPheHlsAlaA^IleCysTh^^ 
GAGTTTAATGCTGAAACATTCACCTTCCM^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 1636 1646 • 

GlnThrAlaLeuValGluLeuValLysMsLy^roLysMaThrLysGluGli^uLysAlaValMetAspAsp 
CAAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAACACAAKCC 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaA laPheV alGluLysCysCysLysAlaAspAspLysGluThrCysPheAlaGluGluGlylQ^sLysLett 
TTCGCAGCTTTTG TAGAGAAGTGCTGCAAGG CTGACGATAAGGAAAC CTGCTTTGCCGAGGAGGGTAAAAAACTT 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaleuGlyLeu*** 
GT1GCTGCAAGTCJAGCTGCCTT?^GCTTATAA^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATG7JIGATCAAAAGCTT 
1876 1886 1896 
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